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Resumo

Os disruptores enddcrinos pertencem a classe deergek, que mesmo em baixissimas
concentracoes causam efeitos adversos aos organsrales expostos, principalmente por
serem capazes de interferir no sistema endocrirgeidEs humanos e animais. Os estrogenos
destacam-se por serem compostos potencialmentesatio sistema bioldgico e estdo
relacionados a origem de diversos tipos de cancpoes tém melhor conformacdo com os
receptores hormonais e sdo continuamente introdsizich ambiente. O estudo teve por
objetivo desenvolver e validar metodologia paraeinar os estrogenos estrona, estradiol e
etinilestradiol em amostras de agua bruta e tratiadeegido da Bacia Hidrografica do Rio
Paraiba do Sul. A populacdo atendida pelas uniddaeéSABESP da regido estudada € da
ordem de um milhdo e duzentos mil. Embora a agstaliliida seja de excelente qualidade,
foram constatadas baixas concentracdes de estgascamostras de agua bruta em alguns
pontos, o que indica pequenos sinais de contanon&sde projeto de pesquisa esta vinculado
a uma parceria IPEN/SABESP.

Palavras-chave: Estrogenos. Validacéo de metodolByp Paraiba do Sul.
Area Tematica: Recursos Hidricos.

Abstract

Endocrine disruptors belong to the class of politsa which even at very low concentrations
may cause adverse effects to organisms exposekdeton, tmainly because can affect the
endocrine system of humans and animals. Estrogens)a@ted by being potentially active
compounds in biological systems and are relateth&origin of several types of cancers,
because have better conformation with hormone tece@nd are continuously introduced
into the environment. The study focused on to dpwahd validate methodology to determine
the estrogens estrone, estradiol and ethinyl esdfad samples of water in the region of the
basin of the Paraiba do Sul. The population setwedhe units of SABESP the study area is
around one million two hundred thousand. Although water supplied is of excellent quality,
it was observed low concentrations of estrogensamples of surface water at some points,
indicating signs of trace contamination. This resbaproject is a partnership IPEN /
SABESP.
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1 Introducgéo

A agua € um recurso natural disponivel em diveimasas sendo uma das substancias
mais abundantes na natureza. Comumente encontaafboma liquida, a agua se renova por
meio do ciclo hidrolégico. A atividade humana reguélltiplos usos deste recurso, seja para
abastecimento publico, industrial, agricola ou mm@acdo de energia. E fundamental que os
recursos hidricos apresentem condicdes fisicagneicps adequadas, assim como também é
necessario que ela se encontre em disponibilidafieiente e qualidade satisfatéria para
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suprir as necessidades dos seus usuarios. Entretantodelo de desenvolvimento adotado
pelo homem nas ultimas décadas, passou a contdbuinodo negativo para a alteracdo na
disponibilidade de agua (BRAGA, 2002; GHISELLI, Z00

O tema qualidade da agua tem recebido atencdo masaaltimos anos devido a uma
classe de substancias que podem produzir efeil@sad aos organismos expostos mesmo
em concentragdes muito baixas, |ige.ng.L}, os chamados micropoluentes. Nesta classe de
poluentes encontram-se o0s farmacos, disruptoresdicends e poluentes orgéanicos
persistentes (POPs) (BILA, 2007; GIROTTO, 2007; SHILLI, 2007).

Estudos realizados em diversos paises (SERVOS,; 2085SOYIANNIS, 2005),
relataram a presenca destes micropoluentes emoedgotéstico e efluentes de estacdo de
tratamento de esgoto (ETE), este ultimo relacionadauséncia ou a ineficiéncia do
tratamento de esgoto pelas ETEs (GIROTTO, 2007ABR007; REIS FILHO, 2006).

Dentre os micropoluentes, existe um grande interessgrupo de substancias que
podem interferir no sistema enddcrino de seres homa& animais, sdo os chamados
disruptores enddcrinos. Possuem estruturas distintecluindo hormoénios sintéticos e
naturais, substancias naturais e uma grande qadetide substancias sintéticas (produtos
farmacéuticos, produtos de higiene pessoal, agom®xantioxidantes, plasticos, produtos
industrializados, tensoativos entre outros) que adplamente utilizados pela sociedade
moderna (GHISELLI, 2007).

Segundo a definicdo da USEPA (“United States Enwrental Protection Agency”),
“disruptores enddcrinos sao agentes exogenos tgréeiem na sintese, secrecao, transporte,
recep¢do, acdo, ou eliminagcdo dos hormoénios natdmicorpo, 0s quais sdo responsaveis
pela manutencdo da homeostase (preservacdo daarmmastinterna), reproducéo,
desenvolvimento e comportamento”. Sua acdo se m&eéat do bloqueio, mimetizacao,
estimulacao, ou inibicdo da producédo dos hormomatsrais. (USEPA, 1998; REIS FILHO,
2006; GHISELLI, 2007).

Na figura 1 pode-se observar uma representacagadedms disruptores enddcrinos no
organismo.

m Harmdnio normal

Inteferente hormonal

“ Receptor

1- Os hormbnios encaixam-se perfeitamente nos Reesp®rtransmitem o0s singis
indispensaveis as células.
2- Os interferentes hormonais ocupam o lugar dos Hoimsd encaixando-se
perfeitamente nos receptores, e enviam sinaisedifes e fora de tempo as células
3- E por fim, os mesmos interferentes atuam como lgladares dos sinais normais dos
Horménios que seriam enviados as células.

Figura 1 — Modo de ac¢éo dos disruptores endéctintsferentes hormonais)
Fonte: modificado de ACPO (2010)

Diversas organizacdes mundiais (UKEA: Agéncia Amtzk do Reino Unido;
USEPA: Agéncia de Protegdao Ambiental dos EstadadddnOSPAR: Comissao de Paris e
Oslo; JEA: Agéncia Ambiental do Japao; WWEF: Orgag@#o ndo Governamental) tém
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classificado vérias substancias quimicas comoferttes enddcrinos, em especial a Unido
Européia elaborou um relatério contendo uma vastia de substancias suspeitas de interferir
no sistema enddcrino, tanto de seres humanos candifdrentes espécies animais, e
identificaram 118 substancias, dentre estas, Hhfatesignadas prioritarias para a conducgéo
de estudos mais detalhados (GIROTTO, 2007; GHISERQO7). As substancias alvo deste
trabalho estdo entre as ultimas 12, sdo os estégeaturais 1F-estradiol e estrona e o
sintético 1é-etinilestradiol.

Os estr6genos merecem destaque por serem compustrcialmente ativos no
sistema bioldgico e estdo relacionados a origendidersos tipos de canceres, pois tém
melhor conformagdo com o0s receptores, resultando respostas méaximas e sé&o
continuamente introduzidos no ambiente (REIS FILHD06). O principal caminho de
entrada dessas substancias no ambiente € fewg@sata excregdo humana, urina € em menor
proporcdo pelas fezes, que seguem pela rede @ld®resgoto atingindo os ambientes
aquéticos (GIROTTO, 2007; GHISELLI, 2007; BILA, ZQREIS FILHO, 2006).

A Bacia Hidrografica do Rio Paraiba do Sul foi dlsicta como area de estudo por ser
fortemente urbanizada e industrializada e estairael® um territério quase completamente
antropico, com a Mata Atlantica original restritgparques e reservas florestais. Alem da
parceria entre o IPEN e a SABESP que visa conhecawmportamento dos disruptores
endocrinos no sistema hidrico e nos processosati@ntento de aguas e esgotos. Foram
estudadas amostras de agua bruta e tratada das(&StAsdes de Tratamento de agua) de S&o
José dos Campos, Guararema, Pindamonhangaba @élauba

Localizada na Regido Nordeste do estado de Séo,Rabhcia do rio Paraiba do Sul
possui uma area de aproximadamente 55.000 kmz. lizg$a drena uma das regibes mais
desenvolvidas do pais, abrangendo parte do Esta&dd Paulo, na regido conhecida como
Vale do Paraiba Paulista, parte do Estado de M@&asis, denominada Zona da Mata
Mineira, e metade do Estado do Rio de Janeiro. &a sua extensdo ha atualmente 180
municipios, 36 dos quais estdo parcialmente ingenith bacia. O rio Paraiba do Sul resulta
da confluéncia dos rios Paraibuna e Paraitingast@de de Sao Paulo, a 1.800 metros de
altitude e percorre 1.150 km até desaguar no flori@nense, no municipio de Sao Joao da
Barra (COPPETEC, 2006).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho é apt@semetodologia desenvolvida e
validada para a determinacdo dos estrogénios estestradiol e etinilestradiol, utilizando a
cromatografia gasosa acoplada a um detector pecesmetria de massaSC/MS.

Porém, € praticamente impossivel gerar resultadtantente livre de erros e
incertezas, visto que em cada operacdo que conatiémalise quimica h4 uma incerteza
associada. Dessa forma, para garantir informacégaras e confiaveis € realizada uma
avaliacdo denominada validacdo de ensaio quimiCéi,(11994). A fim de assegurar a
qualidade das medidas instrumentais e a confiabiéicestatistica dos calculos envolvidos no
seu processamento devem ser respeitados algunsgharé basicos. A estimativa desses
parametros pode variar de acordo com a técnicdtianaémpregada ou com o nivel de
resultados que se pretende gerar.

Os parametros avaliados na validacdo desta metpdolforam: seletividade,
linearidade, sensibilidade do método, limites dedgio (LD) e quantificacdo (LQ), faixa de
trabalho, recuperacao, precisdo, exatiddo e rahusidos de acordo com o procedimento
DOQ-CGCRE-008 de 01/03/2003 do INMETRO.

2 Metodologia

Para a caracterizacdo dos compostos foram cole2atifazss de amostras (agua bruta e
agua tratada) de 4 municipios pertencentes a relgid@acia Hidrografica do Rio Paraiba do
Sul: S&o José dos Campos, Taubaté, Pindamonhaeg&emrarema. As amostras foram
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coletadas e preservadas de acordo com o procedirestatbelecido pela CETESB, em frasco
de vidro ambar de 1 litro e mantidas em temperatigraproximadamente 4°C (CETESB,
1987).

Na maioria das analises que envolvem amostras atatieé necessario fazer uma
concentracdo substancial do analito para se isslamompostos alvos da matriz e atingir os
limites de deteccdo e quantificagdo requeridos. pfotedimento analitico tipico inclui,
portanto, varios passos para preparacao da am@ssraomo filtracdo, extracéo, purificacao
e evaporacao (REIS FILHO, 2006).

As amostras coletadas foram filtradas em sistenfdtidegdo a vacuo com membrana
de 0,45um, para remocao de solidos suspensos. #fiicacdo, a amostra foi acidificada
com &acido cloridrico a pH 3.

A concentragdo dos compostos estudados foi realipad extragcdo em fase sélida,
utilizando-se colunas SPENVI™-18 Apés a percolacdo da amostra, os cartuchos foram
levados para centrifuga (por 30 minutos a 2500 rparp a remocdo completa da agua
existente no material adsorvente. Na elui¢cao farélizados 5 mL da mistura Diclorometano
e Metanol (DCM:MeOH na proporc¢éao 40:60) e o eldateevaporado em fluxo suave de N
até 1 mL para posterior injecdo G&/MS

O monitoramento dos compostos foi realizado no n#idb, utilizando 5 fragmentos
da relacdo massa/carga para cada um dos elemeéesosias na tabela 1.

Tabela 1 — Relacdo massa/carga dos compostosdonstia modo SIM

Composto Numero CAS Tempo~de miz1l m/z2 m/z3 miz4 m/iz5
retencdo
Estrona 53-16-7 22,5 146 213 270 271 272
Estradiol 50-28-2 23,0 172 213 272 273 274
Etinilestradiol 57-63-6 24,6 213 228 296 297 298

O equipamento utilizado neste estudo foi um Crografé a gasShimadzuGC-17Ai,
acoplado ao detector de espectrometria de maSkamadzu QP5000. Embora ja exista no
mercado equipamento mais sensivel, a grande malosalaboratdrios ainda conta com
instrumentos antigos 0s quais nao precisam serdabados, bastando apenas que sejam
adequadas metodologias para uso dos mesmos a fige g@der atingir a sensibilidade
necessaria.

Os reagentes e solventes utilizados sédo de graliti@macromatografico ou
compativel. Para a confeccdo das curvas de cdibracdesenvolvimento da metodologia
foram utilizados padrdes analiticos (dos compogisgona, Estradiol e Etinilestradiol), com
certificado de pureza de procedéngidrich Chemical Co

Na validagédo da metodologia para avaliagdo daigdte, especificidade, faixa de
trabalho e linearidade, foram realizadas analisesete replicatas com e sem matriz, alguns
experimentos em um mesmo dia e outros em diasedifess. Com o0s dados obtidos foi
avaliada a homogeneidade, pelo teste F e testaldylando-se a variancia de cada uma das
replicatas. A preciséo e exatidao foram avaliadds p-score. Os limites de detecgéo (LD) e
quantificacao (LQ) foram avaliados segundo o docum®0OQ-CGCRE-008 de 01/03/2003
do INMETRO. A robustez foi determinada aplicandamgeste que consiste no planejamento
fatorial de 7 variaveis com 8 experimentos (plamejato fracionario saturado) de acordo com
a metodologia proposta por Vander Heyden (20010a Ba célculos utilizou-se a planilha
elaborada por Furusawa (2007) a qual segue o pmertb INMETRO citado.

3 Resultados

A seletividade e especificidade da metodologia mesgida foram avaliadas pela
observacdo do cromatograma, onde foi possivel ifabemt cada um dos compostos, seus
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respectivos tempos de retencdo e a excelente s@padbs mesmos durante a corrida
cromatografica. Na figura 2 pode ser observadaparagédo e identificacdo de todos os
compostos estudados, referente a concentracdoaerapdamente 0,4ug. 1w
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Figura 2 — Cromatograma de padrao misto de horre@titido em modo SIM, com identificacdo dos
compostos estudados (estrona, estradiol e etnaitst)
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Os compostos estudados apresentaram curvas awlit@mm os coeficientes de
correlacdo () muito bons (tabela 2), comprovando que a lineaiéddas curvas analiticas nos
intervalos escolhidos esta dentro do recomendado.

Tabela 2 — Coeficiente de determinacéo para os astop estrona, estradiol e etinilestradiol em
matrizes de dgua bruta e de agua tratada

Composto r2 para AB r2 para AT
Estrona 0,999 0,999
Estradiol 0,999 0,999
Etinilestradiol 0,998 0,999

Nos resultados para o teste estatistico aplicado galiacdo da homogeneidade das
variancias, teste FSfedecor; nas medidas de adicdo padrdo em dois gruposldedss,
sendo um somente com 0s solventes e o outro coatr&znpara n = 7 e 95% de confianca,
comparados com o valor criticos d-950.= 4,28, foi possivel observar que para a maiorga do
compostos, a matriz interfere consistentemente reaigiio das medidas considerando o
intervalo de concentracdes deste estudo. O efagatrizes foi avaliado também pelo teste
de significancia das diferencas das médias, (tesgtuden), dos dois conjuntos de amostras
(solvente e matriz). Os resultados do testtudent igualmente foram comparados ao valor
critico, t2, 050o= 2,179, sendo que para valores abaixo desse aréigo, considera-se que as
médias ndo apresentam diferencas significativagn®aios indicaram existir diferencas entre
as condicdes (adicdo no solvente e adicdo na maara todas as concentracdes avaliadas.
Essa avaliagdo evidencia que resultados obtiddsacoma curva analitica preparada somente
com o0s solventes serdo diferentes de uma curvaanadg com uma matriz igual ou
semelhante a amostra. Na metodologia desenvolwiaed mao ha matriz certificada para os
elementos estudados, as determinacfes foram @asizapartir da adicdo de padrées a uma
amostra de referéncia de acordo com o procedimdM&TRO.

Os limites de deteccéo e de quantificacdo da té@o método respectivamente sdo
apresentados na tabela 3, com 95% de confiangal{digao unilateral).
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Tabela 3 — Limites de deteccao e de quantificagdmetodologia desenvolvida e do método aplicado
para amostras de 1L para os compostos estroradiest etinilestradiol

LQ do método para| LQ do método para - -
Composto Qamostra de 1pL Qamostra de 2pL Limites da Técnica
LQ (pg.L Y LQ (ng.L™Y) LQ (pg.mL™) LD (ng.mL™)
Estrona 0,540 0,27 0,540 0,04
Estradiol 0,589 0,29 0,589 0,09
Etinilestradiol 0,565 0,28 0,565 0,06

Os compostos aqui estudados ndo sédo contempladegisiacdo. Porém, segundo o
CONAMA (BRASIL, 2005), para a maioria dos compostoganicos, os limites permitidos
pela legislacdo sdo de 0,01:8.L" e 0,05ug.L™" para aguas doces classe 1 e classe 2,
dependendo de seu uso e Qg0 para 4guas doces classe 3.

Quanto a exatidao, os resultados da analise danecaai para os compostos estudados
indicam que as variacOes foram explicadas satrsdatente pelos modelos lineares adotados,
representados pelas equacodes da reta (y = ax+ip@sfmectivos compostos.

De acordo com o indice score os resultados dos testes para os compostos foram
|z| < 2, podendo ser considerados satisfatoridaixeade concentracédo avaliada.

A fim de verificar a sensibilidade do método ameditpor efeito de pequenas
variagdes, conforme os paradmetros selecionadosbedat 4 foram realizados célculos de
robustez pelo planejamento fatorial de 7 variawasn 8 experimentos (planejamento
fracionario saturado) de acordo com a metodologmpgsta por Vander Heyden (2001),
baseado no documento DOQ-CGCRE-008 do INMETRO.iZdtitse como ferramenta a
planilha “Validagdo de Ensaios Quimicos” (FURUSAW2Q07) onde os parametros sdo
avaliados pela estimativa do erro da distribuicas dfeitos utilizando-se o algoritmo de
Dong (pequenos experimentos).

Tabela 4 — Par@metros selecionados para os testebuktez

% Solventes  pH da T (°C) T(°C) Fluxototal Fluxo coluna Voltagem
Fator daeluicio amostra injetor interface (mL.min)  (mL.min™)  detector (kV)
Nominal  60bcm:40veon 3 265 270 28 1,6 2,5
Variagdo 40bcu'60veon  Original 240 250 35 2 2,2

Os resultados obtidos, apresentados na figura $ramo que de acordo com o grafico
Rankit os efeitos proporcionados por pequenas variapéemetodologia ndo afetam de
forma significativa os resultados, visto que osoked obtidos encontram-se abaixo da
margem de erro (ME) e bem abaixo da margem desaperior (SME).

Estrona Estradiol Etinilestradiol
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Figura 3 — GraficoRankitdos efeitos proporcionados por pequenas variagesetodologia,
respectivamente para: (a) Estrona; (b) Estradio) Etinilestradiol.
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Ja na representacdo grafica dos efeitos de cadmemo na robustez do método,
figura 4, para todos os compostos presentes nasti@s00 fator de grande influéncia positiva
€ a voltagem do detector, e observa-se que o datonaior influéncia negativa é o fluxo na
coluna, seguido da porcentagem dos solventes g@e@lpara extracdo no SPE.
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T.doinjetar *C
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A
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Figura 4 — Representacdo grafica dos efeitos de gadmetro na robustez do método
respectivamente para: (a) Estrona; (b) Estradiol.

Na tabela 5 sdo apresentados os resultados déseardds amostras coletadas durante
a 12 coleta (15/04/2009) e a 22 coleta (27/08/200D8)valores séo referentes as médias de 3
resultados mais ou menos o valor das incertezasiadss.

Tabela 5 — Resultados da analise dos disruptoeeamastras (1L) de agua bruta (AB) e tratada (AT)
da regido do rio Paraiba do SRl Pindamonhangaba; T: Taubaté; SJC: S.José dosdSarG: Guararefa

12 Coleta -15/04/2009 22 Coleta- 27/08/2009
Amostra Estrona Estradiol  Etinilestradiol | Estrona Estradiol Etinilestradiol
e o | Q=054 1Q=059 LQ =056 LQ=054  LQ=059 LO =56
Agua tratada - concentracdo em pigia amostra de 1L
ATP - - - - - <0,56
ATT - - - - - <0,56
ATSJC - - - - - <0,56
ATG - - - - - <0,56
Agua bruta - concentracéio em pigria amostra de 1L
ABP <0,54 <0,59 <0,56 0,56 1,12 <0,56
ABT <0,54 <0,59 <0,56 <0,54 0,63 <0,56
ABSJC <0,54 <0,59 <0,56 <0,54 0,93 <0,56
ABG <0,54 <0,59 <0,56 <0,54 <0,59 <0,56

Os resultados obtidos, mostram que apesar de a l&gtea apresentar tracos de
contaminagcdo dos compostos estudados que podeporserais ou ndo, a agua distribuida
ainda é de excelente qualidade. Porém o monitortanuksta regido devera continuar a fim
de se avaliar a saude dos corpos hidricos e da digtribuida, quanto a presenca dos
compostos estudados.

Os resultados abaixo do limite ficaram muito pré@mdos limites de deteccéao e
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devido a forte interferéncia da matriz, principahteede agua bruta, sempre que houve a
possibilidade da ocorréncia de um valor falso negatu falso positivo, foram realizadas
adicdes padréo a fim de confirmar os valores.

4 Conclusbes

A metodologia desenvolvida se mostrou adequadagatantificacdo e quantificacado
dos compostos estrégenos, sendo uma opcdo pareleoda qualidade das aguas. Os
compostos estudados apresentaram boa recuperegtiicstez do método.

Por meio da aplicacdo do método desenvolvido nasi@as de agua bruta e tratada
coletadas nas 4 ETAs foi possivel verificar que @mala area se encontre preservada e a agua
distribuida seja de excelente qualidade, j& senmgtaquenos sinais de contaminagcao nas
amostras de agua bruta.

Este trabalho de pesquisa € de suma importandmaf@m de realizar o diagnostico
ambiental da Bacia Hidrografica do Rio Paraiba dip 1% que se refere a alguns disruptores
endocrinos, visa auxiliar o plano de gestdo dersesuhidricos da regido. Os resultados
obtidos contribuem para o entendimento do nivekaetaminacdo dos recursos hidricos
estaduais e fornecem subsidios aos 6rgados goventemeara a reavaliacdo da legislacéo
vigente. Deverao ser realizadas coletas em intesvakis curtos para que se possa fazer um
monitoramento mais preciso, visto que algumas aamapresentaram resultados positivos.
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